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Beschreibung 



D ,eErf,ndun g betnffte,nVerfahren 
len Basensequenzbestimmung^ ^ ^ ^ Besummu ng 5 
von'DNA-Barensequenzen 

d.ograph.e. Andererseiu i"™ ^ Fluore szenzmar- 
r, e rn worden. Bei dieser Techn.k ^ werden 

kern entv,ic*.c . mersc hiedUchen riuo.uF 

DNA-Fragmente ™t v« r u " e ui Sorle n oder Arten 
ren emsprechend den vier jewei g fczw end . 

von AnschluBgauungen, bzw . W P T Wanderungs- 

J „„ R^en mark.en und aul eine 
s11 " MieratTonsbahn zur Wanderung uber e.n 
bahr: bzw ^;f^ unginj ,z,eri und darn w,rd e.n User^ 

sirahl daraul angelegi. urn zu beobach.w e^ ^ 
zer.zl.cht zu em.U.ere^ D« E ^g & P p en des Flu ores- 
FragmenieWnnendurc^^ d£r Nachwe ,s- 

Bei einer anderen Techn.k werden DNA *-«g 
d von Endgj £l^£* n un^ 

einzigen Fluorophor mark.en wer ^ emU . 

^ r ^"t^:ind dl eDNA-Basen. 

ben den Mange d ^/^ ^ g ema cht werden mussen. 
kompl«ier«y° rb " e ' l r ^ n e v Srbereitungen zu vermei- 



bzw.mkorpor.ert bzw emgebautwe Rea . 
(2 ) emen Schriti 2 in ^d em ^ Ure Retten 

genzrohrchen gleichze.t.g koi y d n um 

zu den DNA-Proben synthet.s.ert wet 
DN A-Fragmemezub,lden^ DNA . Fragme me 
^eSoreusch'ge'trennt und auf F.Her -mob,- 
sieriwerden; . elnem Radioiso- 

(4) e.nen Schriti 4 in dem eme DNA-Pro- 4 

\op markierte DMA- Sonde » n ne 
bCn ang tr n um das DNA-Fragment fur die Be- 
SSniXDNA'-B^uenzU, der 

mark T leD ^e,netRaSToT- 
a n emeTanderen DNA-P~be ^ebr.^ m m t 
der s.e hybr.d.sieren , kan ^ .das D z der 

zur Besummung der u.-<" 
DHA-Probenachzuwe.senu ^ Ver(ahren nach 



von Floureszenzsonden flie i-^ Empfindlic hke.t er- 
, zur Folge hat, was eine 

gi *i«d.sZiel*r^^ 

onTuceben welches d.e bcnwicm; 
^ enherkamml.chenTechn.kverme.det d e. ^ 

0 DN A-B«n^uenzj™m^ zu ve , 

SeuetdTn' P'oen m6glich mach^ 

Als Ergebnis der Umersuchungen , de ErimO^ ^ 
g ef un denworden v daBdas° b en eichi 

20 ren hybridis.ert werden kbnnen un emen 
fmS^ 

m ern, komplementare Ketter . sy Gemische n, die 

25 nen Schriti 4, in dem aus den ^ k ~ Fragnientgr up. 
pen m.t jewe.ls v.er timers ^ rfie durch die 

ste in wrden; und einen^ cnr DNA . Fragrne ntgrup- 
Endgruppen klass' 'Z c ^ Ele k,ro P horese- 
pen auf individual umer , ge i ass en werden 

hahnen elektrophoretisch wan0er " * ' . DN A-Frag- 



. ^tatiet die gleichzei- 

,85b.s 188.beschr.eben. fQr p robe n 

Das obcnerwahnte venai.it 



Primer, deren AnzaK m« « r Basen sequenzen von- 
Vektoren korrespond.ert ^ deren ^ e 

einander unterschiedlich sina " n " kon nen, werden 
, fees "mmten Vektor hybnd.s»en we de " k f erschjedllchen 
mit jeweiligen Fluorophoren rrn^ ^ ^ jewe iligen 
Emissionswellenlangenmark Emissionswellen- 
Fluorophoren m.t « nt = rsc ^ . mit de r V.elzahl der 
lang en m»*» rte ^ e n Suchen Vektoren fur die je- 

ben wird in vier l ene wer den einzeln kom- 

« geteilten Gemischen der Pr° ben ^ Endgrupp en 
DlementareKettensynthetisieri.5 ^ in sin d, wo- 
Con Ade^ C^ G^^y ^ 
durch einzeln eine UNA ^' K F gmems Ademn 

retisch wandern : B el ^; F ' rag menten jeder Oruppc 
^Utie^Ird^ 



nachgewiesen. verwe ndet werden. z. B,ein be- 

kannie?M 0 13 e Vekror e YAC-Vekior, P^'J"^, ^nd ' 
oTEmzelstrang-DNA-Proben k^ fazw 
WeisehergesteUtwerde^^^ klo . 
jK^ird m u'nd dann alkali-denaiunen wird w.< 
kanni. leder Vek.or ha, ^f^ h 2n ^ 
jeder der Primer kann a Basen, welches zu 

, ch vone,nander s ^ onne n hybridisier , werden ge 

FU^opho^n d,e die Pr.mer ^l^J^ZT^ 
(Fluoresce.n-isolhiocyana,) m.< ^ 7 . nhroben ben- 
EmissionswellenUnge NBDH4F^. ss . onsw „. 

zofurazan) mil a^u ' hl ,, rhri a am in-isothiocyanat) mil 

mil 605 nm maximaler Emiss.onswellenlang eusw s «n 
m Das Verf ahren zur Hybrid*™ ; de Pnm« ^ 
Vekwren und die Bildung DNA-Fragme me^^ 
Synthese komplemeniarer Kelten 
Meihoden durchgefiihrt werden^ Ein2e lsirang- 
Die Basensequenzeneme V e z^h v ^ 

DN A-Proben "^^""^Turch gleichzeiug be- 
summt we"e n n. daB die DN A-Fragmentgnippen. d,e 

w ^ und. g daO danach das Ruoreszenz 
FlSzenz^ 

d ,eProben geuenmundnachg ed£r £ndgruppen jedes 

nNA ,n Fr«men s bekannt wird. weil bekannt «u auf 
D ^Ta nd erun g sbahn die Fluoreszenz emuueri 



"SeWinderungsb.^ 

W, "K kann 

langen markierl. Zu Prober hybnd , siert 

DN ATragmemeadie m ^ £n(j 

tar-keuen-symheiisie nen Ge ™ S n 7 echend den je- 
^Z^TeXu^ wjndem gelasse, 
weiligen iorien ' 6 Abschmtten emituen 

der Wanderungsbahncn, wodurch d.e DNA t>a 



\j r vnrlieeenden Erfindung ergeben siui a 
'SSSS' ^breibung >n Verbindung m „ der 
Z F.t n i n i!. ein Probenhersiellungsschniudiagramm e>- 

P Nachweis t y P veranschaul.chud.e m emer e 
m aBen Ausfuhrungs orrn verwendet w.rfl^ Umenabbl , 

J F ' 8 ' 4 re e a'u'e V inem 0 BildschirrT 1 der Elektrophorese- 
15 dungen, die aut em hrfarben . F | uoreS zenz-Nach W eis- 
vornchtung^ vom^Menriar^ ^ erf indungs E emaBen 

ASs^Csfor^erwende,^ ,ird ^ e , ne 

^atnSrnz°Ter befde^ doppelstr.ngigen DNA, in 
" d e rechten und umgekehrten R.ch.ung be d. 

J:Atl^:t^L die jeweiiigen DJ J A- Basen- 
30 s°e lenzenzubesi.mmer --£ta„, 
. dere Einzelsirang-DNAa, unddie m 

DNAa 2 der doppelstrangigen DNA ' un ° Emzelstrang . 
Einzelsirang-DNAb, und . <" . eweils unler . 
DNAb, der doppelstrang ge DNAb . j ange _ 
, schiediche Vekioren 1 b , Womt n.e . ^ ^ 
ordneie Vekioren z bilden. Diese 
St T g de TrfeUs r tTdL d.e Pnmer 9 b,s ,2 hergesieiH, 

o bei jeder nw mil eirie^^^^^^^ ^ Fluoroph oren 
mruniersXedlichen Emissionswellenlanger , mar .eri. 
dnschlieDlieh ernes ^^ S °^^l-^ 
515 ^ E tt™S'SKsSw.« (NBD- 

50 zum Hydnsieren u emsprec henden der Vekioren 1 
KyVndisienwcrd^Die^ 
Z^TZ-U ' g und I-.! ais ein verarbe.tetes 
55 Gemisch. Gemisch in jeweils vier 

Dann wi , rd I d " r V T e " r w i [ . l d einze ln mil Deoxynucleoud 

r^Smrn^erdenU^n. Die Ergebniss^ .werden 
^weiiigen ^^^TuVS ™ 

pen A. C G und T. Die Gruppe A (oder A Famil.e, 
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,■ ■„ der die Endgruppe des DNA-Fragmenis ; Adenin 
d , e , m der die tnog vv A . Fragme ntgr U ppe A erne 
jst. lnsbesondere ist o.e u . D NA-Probe. die mu 

^lu^^.T e^O A 7 r -U-A 

in der die ^^P^^"^ ind. Sie beinhal.et , 
Vek.oren hybnd.siert lgl in Fig. 2. Die 

5 . 9 .C. 6-.0-C 7-U-C ^ 8- 2^. B« e ^ Endgruppe 
Gruppe G (Oder G-Fam,l.e) st a e, rfere js( d , e 

des DNA-Fragments Guanm ,st. . ^ ^ ^ End . 
DNA-FragmemgruppeG eme O PP^.^^ DNA- 
gruppen. der mil den Vektor y ^ fc ^ 
proben, Guarun sind. bie DC Dj Gruppe T 

?.„. 0 »nd "**£™% r %J&^tohH*- 
(oderT-Fam.He) .st d.e m der a 6 DN A-Frag- 
VragmentsThymm -sUns^ EndgrupP en der 

mentgruppe T e.ne Gruppe . n DNA . Prob en. Thymin 
Sx^T 7^-T U nd 8,2-T. ge- 

acrylamid einer Kon«n«i»o p ,„ ten vo n 

tl on.n%-Gewichtpro eninje kf.onstaschen 112, 

die DNA-Fragmentgruppen ^^^^ bzw . 
hineingetropli durcn e. j Die Elektrop hore- 

"risma (nVcht gezeigO geteiH ""^1^^^- 

STpS Ban d p : « r ^ 
zenzspek.rer , werde ^ , ichldete ktors 117 Mo- 50 

TsstT um F^Lreszenzlichubbildungen emsprechend 

jeweil.gen Proben 5 bis 8 ww = * B lichlbiWer durch 
Ziehen Zen ^nen d.e R«»re« ng e 
e.ne Anze.ge 120, durcn , erne ; d egeben werden. w 

Sfdorch PunkUmien «W^df ^rlSbe 
S "rubei... werdea urn d.e DNA-Ba- 



.„*; m i.hanzubestimmen. 
•TnX^-Sms.onn werder, Use«,r.hl _ 
quel len em Argonlaser « verwendel . De 

He-Ne-Laser m.t > er k6nnen ln einer E.n- 

FITC und NBD-F der ma ^ k,er ™ ie Anreg ung von 

««- verwendei 

Fluorophore mu b Flu0 rophore kann em wei- 
WCrde H Ne Las" m!t 633 nm Wellenlange oder em 

den kann. in u und T mit versch.edenen rarDen 

memgruppen A, U o u Bahn wand ern, mus- 

Farbdifferenzen korngierl wen aen. vor(ellnafl 
ma Be v ^ fahre K n o ' S r l e r ur der Wanderungsgeschwind.g 

Probe mil der gieichen Farbe marK.er 



Patentanspruche 
, Verfahrenzur DNA-Basensequenzbestimmung. 
umfassenddieSchmte: DNA .proben 

S::u:u:;^SchenVek,oren (1 ,2,3. ^ 

4 ' ; , ,sr Ketten-Synthetis.eren der 

ii) K.omplementar-K.e«en oy 

p'roben (5. 6, 7, 8) erhahen " Sch«« » d | 

der d f, n, Tmii einem spezifischen d.eser 
',T „ M 2 3 4) z hybridisieren. und d.e 
Vek.oren ( , 2 3, 4, » roph oren mar- 
Primer (9, 10, H, W) m " r . iedl i che Wellen- 
kiert sind, die jewels untersch.edUcne 
langenhaben; D NA-Fragmentgrup- 
ai) HC Ttweils vie un,ersch,edl.chen End- 
PCn T„ C dem b handel.en Gemisch (5-9, 

des Fluoreszenziichts, '^""^^"oN^Frag- 
ligen DNA-Fragmemen m jeder 
2 VeSeTzur DNA-Basensequenzbesrimmung. 

umfassend die Schrute: unterschicdli- 
i} Wonieren ejner Vwtea en Basen . 

chen Einzelstrang • U N A r r o we ihgen 

SMarkieren der Primer, deren Anzahl der 



e.nem spezifiscnen ve^ J jUgen Fluoro pho- 
^mtuntersThiedUchenEmUsionswellenUn- 

hridisieren der Primer (9. 10. 11. ^)-^ 
" ,) Hy Hen icweiligen Fluorophoren mil un- 
k ,er, mil den ew« *- onswe ti e niangen. m.t e - io 

m.schi und ver»rbe.ieiwerdenm 

der Prober individual, so ^ ^^in 
von Adenin, Cytosm, Guanm ° 
werden k6nnen, wobe. v.duell e me ^ 
Fragm entgruppe herges em w rd, , ^ 

Endgruppe des DNA r-rag. £nd 

des DNA-FragmenuThyimn ^ der 

vi) elektrophoreusches ^ n «™ „ ^ 

DNA-Fragmemgruppen Nachwe se 

v.duellen Fluoreszenzlichts^emittiert^^^ ^ 

nNA-Fragmentgruppen, una i. 

E .hweisen der Proben nach ihren unwr 

nach Anspruch Z. in de derar t 

Nachweise der DNA * getrennt und 
durchgefuhrt wird , d n a ? m t r V ^endung der emit- ,5 

nachgewiesen werden unier ver^ DNA- 

lierten ^eUenmngenun rs h, ede >uf 

Fr.gmemgruppe die e e* P b wird 

entsprechenden Wanueumfc ^ Endgrup- 

und zur gleichen £ei t wiru v/anderungs- 5 

so daB erne V.etoah von unie ^ -probe simu l- 

sequenzen einer tinzeisira 6 

un bestimmi wird _ Base nsequenzbesummung 

4. Verfahren zur ^J^ bcn se paner. und 
nach Ansprucn 3. in oen verwendung von 

nachgewiesen weraen u hi d der j e - 

Fluofeszenzlichtwdlenlangenumersc^ ^ 

weiligen DN A-Fragme n gr PP - >uf 
wirddurchdas Anlegenemes l^s ^ denep 

Abschnitte mit bestimmien AM" . 
die DNA-Fragmentgruppen auf den 
bahner, wandern. DNA . BiS ensequenzbestimmunE 
5. Verfahren zur UNA Trennung und der 

nach A"7 ch p ;,;'7; icr verwendungder Floo- 
Nachweisder Prober un er mers chiede 
reszenzlichtemissionswellenuiiB durc hge 
d er DNA-Fragmemgruppen in ocr 



■ ^ das Fluoreszenzlicht der DNA- 

fOhrt w.rd, daB das Huo ^ WeUenlangentre nn- 
Fragmentgruppen » ^ - ede der getre nn- 
^S.nie g ; I individual durch e.nen De.ekLor 
(H7)n achgew.esenw.rd : enzbes(| ung 

6. Ver [ ahr 7 uch 5 i n dem der Deiektor (U7) em 
'"'Tonaler Ruoreszenzlichtdetektor >st. 
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